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Die Erfindung betrifft eine Vbrrichtung entsprechend dem 
Oberbegriff des Anspruchs 1. 

Zur Isolierung von Mikroorganismen aus Flussigkeiten 
werden verschiedene Verfahren eingesetzt. US-Patent Nr. 
4.212.948 (hergestellt von Whampole Laboratories, Cran- 
burry, NJ, USA ais Isolator® 10) zeigt beispielsweise ein Sy- 
stem, in welchem durch eine Lyse von Blutzeilen von diesen 
vorher aufgenommene Mikroorganismen freigesetzt wer- 
den, die dann anschlieBend kulturell nachgewiesen werden 
konnen. Andere Verfahren stellen mikrobielles Wachstum in 
Hussigkulturen aufgrund von StofTwechselaktivitaten auto- 
matisch uber entsprechende Indikatorsysteme fest (z. B. 
BacT/Alert®, Organon Teknika Corporation, Eppeiheim 
Deutschland). 

Nachteile der bisherigen Verfahren sind zum einen die 
fchlcndc Trcnnung der Mikroorganismen von Blutzcll- 
Trummern oder im Verfahren angewandten Substanzen 
(z, B. US-Pat Nr. 4.212.948), welche sich besonders bei ei- 
nem anschlieBenden molekularbiologischen Nachweisver- 
fahren wie der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) storend 
auswirken, bzw. zum anderen die langen Kulturzeiten und 
damit verbundenen langen Nachweiszeiten beim automati- 
sierten oder konvenlionellen kullureilen Nachweisverfah- 



ren. 

Aufgabe der Erfindung ist eine schnelle und einfache Iso- 
lierung von Mikroorganismen aus zellhaltigen Russigkei- 
ten. 

Diese Aufgabe wird durch eine Vbrrichtung mit den 
Merkmalen des Anspruchs 1 gelost. 

Die Lyse von Zellen, welche Mikroorganismen enthalten 
konnen, ist ein auBerst sensitives Verfahren zum Nachweis 
dieser Mikroorganismen in zellhaltigen und fliissigen Pro- 
ben (z. B. Biut). Die An und Weise der beschriebenen Lyse 
ermoglichi eine anschlicBcnde Filtration dieser zellhaltigen 
Probeflussigkeii, und die beschriebene Filtrationsprozedur 
gewahrleisiei eine sehr hohe Ruckhaltequote der nachzu- 
weisenden MiknxM-ganismcn. 

Fakuhaiiv kann der Nachweis von abfiltrierten Mikroor- 
ganismen unmiiielbar nach der Filtration durch mikroskopi- 
sche Belrachiung des Mlicrs ggf. nach vorheriger Anfarbung 
erfolgen. Dies slclll duntil cine extreme zeitliche Beschleu- 
nigung des Nachwcises dar, welche angesichts derlebensbe- 
drohlichcn lirkrankung von entscheidender Bedeutung fiir 
die Therapic des Paiicnicn ist. Diese Filter konnen nach der 
Mikroskopie auch weiter fur molekulargenetische bzw. kul- 
turelle Nachweisverfahren benutzt werden. 

Die beschriebene Proxedur beeintrachtigt nicht die Le- 
bensfahigkeil und soruii auch nicht die Kultivierbarkeit der 
nachzuweisenden Mikruorganismen. Die so isolierten und 
anschlieBend kuliurell angczuchteten Mikroorganismen 
konnen dann miliels eublierter Standardverfahren identifi- 
ziert und bczuglich ihrer limpfindlichkeit gegenuber Che- 
motherapeutika geiesiei werden. Der besondere Vorteil des 
beschriebenen Verrahrens besteht dabei in der nahezu voll- 
standigen Entfernung aller bei diesen Nachweisverfahren 
storenden Sioflcn (/.. B. Blutzelldebris, welcher das Kolo- 
niewachstum maskien: antimikrobielle Substanzen aus der 
Probefliissigkeiu die das Wachstum unterdrucken). AuBer- 
dem wird dadurch die unmiltelbare Verwendung der kulti- 
vierten Mikroorganismen fur Identifikationsverfahren (z. B. 
Gaschromatographie. molekulargenetische Identifizierung 
mittels speziesspezifischcr Gensondenhybridisierung) er- 
moglicht, die ansonslcn nur nach cincr wcitcrcn Subkulti- 
vierung der Mikroorganismen (wegen der dadurch sich er- 
gebenden Entfernung von storenden Begleitsubstanzen) da- 
fur eingesetzt werden konnen. Dies resultiert in einer zeitli- 



chen Beschleunigung der Diagnostik. 

Altemativ zu dem konventionellen kuiturellen Nachweis- 
verfahren konnen die mit der beschriebenen Prozedur abfil- 
trierten Mikroorganismen auch direkt (d. h. ohne vorherige 

5 kulturelle Verrnehrung) auf dem Filter mittels modemer mo- 
lekularbioiogischer Nachweisverfahren (z. B. mittels mar- 
kierter Antikorper) oder entsprechender molekulargeneti- 
scher Nachweisverfahren (z. B. mittels Gensondenhybridi- 
sierung) ggf. nach vorheriger in-viiro Amplifikation (z. B. 

10 mittels PCR) sichtbar gemacht werden und auch identifiziert 
werden. Der besondere \forteil des beschriebenen Verfah- 
rens besteht dabei wiederum in der nahezu vollstandigen 
Entfernung aller bei diesen Nachweisverfahren storenden 
Stoffen (z. B. Hamoglobin bei der PCR u. LCR [Ligase-Ket- 

15 tenreaktion]). Dies ist ansonsten nur durch aufwendige Pro- 
zeduren zu bewerkstelligen, die immer mit einem Verlust 
von Mikroorganismen einhergehen und deshalb die Nach- 
weissensitivitat herabsctzen. 
Es ist bei der beschriebenen Prozedur von Vorteil, daB die 

20 Isoherung von nachzuweisenden Mikroorganismen sehr 
schneU, sensidv und preiswert (u. a. durch Verwendung von 
Standard-Probeentnahme-Systemen) durchgeruhrt werden 
kann. 

23 Beispielbeschreibung zur Paten tanmeldung 



Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung ist in der Zeich- 
nung dargestellt und wird im folgenden naher beschrieben. 
Fig. 1 Probe mit Padentenblut in einem Standard-Blutent- 
30 nahme-Rohrchen. (Beispielsweise 4 ml S-Monovette KE® 
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland). 

Fig. 2 Vorgelostes Reagenz zum Lysieren von BlutzeUen 
wird mittels einer kleinen Spritze (a: Vol. ca. 1 ml) uber 
zwei Adapter (bl: Multi- Adapter, Sarstedt; b2: Luer-Lock 
M weibl. / Luer-Lock weibl. Adapter, Rometsch GmbH, Heil- 
bronn, Deutschland) der Blutprobe zugefugt. Durch die bei- 
den zwischengeschalteten Adapter erreicht man eine Zug- 
abe des Reagenzes in einem geschlossenen System und ge- 
wahrleistet damit eine kontaminationsfreie Bearbeitung der 
40 Untersuchungsprobe. 

Fig. 3 Uber die bereits beschriebenen Adapter (Fig. 2: bl, 
b2) wird die dann durch das hinzugefugte Lysereagenz ly- 
sierte Blutprobe in eine groBere Spritze (c: Volumen 20 ml 
oder groBer) uberfuhrt, in welcher sich bereits eine Elektro- 
45 lyt-Losung (d) befindet. Diese dient zur Vorverdunnung der 
lysierten Blutprobe und erleichtert die anschlieBende Filtra- 
tion. 

Fig. 4 Auf die beschriebene groBvolumige Spritze (Fig. 
3: c), welche die lysierte und vorverdunnte Blutprobe ent- 
50 halt, ist ein Spritzenfilterhalter (e: beispielsweise aus V4A- 
Stahl, 13 mm Durchmesser, Costar GmbH, Bodenheim, 
Deutschland) mit darin vorher steril eingesetztem Filter 
(beispielsweise Polycarbonat-Membran, 13 mm Durchmes- 
ser, Costar GmbH) aufgesetzt. 
55 Fig. 5 Metallscheibe mit rasterartig angeordneten Boh- 
mngen, welche bei der Filtration als Unterstutzungsplatte 
unter der Filterscheibe Uegt. Dadurch sammelt sich stro- 
mungsbedingt mehr abfiltriertes Material (z. B. nachzuwei- 
sende Mikrooganismen, zugesetzter inerter Farbstoff) dort 
60 auf der Filterscheibe an, wo sich die Bohrungen der Unter- 
stutzungsplatte befinden. Auf diese Weise wird auf der Fil- 
terscheibe eine dem Locbmuster der Unterstutzungsplatte 
korrespondierende rasterartige Orientierungshilfe (Farb- 
stoff) erzeugt, die z. B. eine mikroskopische oder fluores- 
65 zenzmikroskopische Bctrachtung der Filterscheibe ggf. un- 
ter Zuhilfenahme von automatisierten Bilderkennungsvor- 
richtungen stark erleichtert. 
Fig. 6 Filterscheibe mit rasterartig angeordnetem abfil- 
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iriertcm Material aus einer lysienen Bluiprobe. Diese Filter- 
scheibc kann nun mikroskopisch betrachtet werden und/ 
oder sie kann motekularbiologischen Nachweisverfahren 
zugeluhrt werden (z. B. in situ Hybridisierung ggf. nach 
vorhergehender in-vitro Amplifikation fPCR, LCR1). Wei- 
lerhin konnen aus der Bluiprobe abfiltrierte Mikroorganis- 
mcn auf dem Filter kulturell angezuchtel werden. So gewon- 
nencs Zcllmateria! der Mikroorganismen kann der gaschro- 
matographischen oder konventionellen Spezies-Bestim- 
mung zugefuhrl werden. AuBerdeni kann die Empfindlich- 
kcil der angeziichteten Mikroorganismen gegeniiber Anti- 
bioiika besumml werden. 
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haltigen Probe fltissigkeii ermoglicht. 

Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 



Patent anspriiche 

1. Vorrichtung zum Isolieren von Mikroorganismen 
aus zcllhaltigen FlUssigkeiten, wic z. B.Cgluodadurch 
gckennzeichnet, daB Probcn der Fltissigkeii in Stan- 
dard-Eninahme-Systeme (z. B. S-Monovetien® KE, 
Sarsicdt) entnommen werden konnen. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
/eichnei, daB Zellen in der Fltissigkeii zunachst lysiert 
werden und die dadurch aus ihncn freigesclzten bzw. 
sich Irei in der Fliissigkeit befindlichcn Mikroorganis- 
ntcn anschlieBend durch Filtration isolierl werden. 

3. Vorrichtung nach einem der vorhcrigen Anspriiche, 
dadurch gckennzeichnet, daB als Rcagcnz zur Durch- 
fuhrung der Lyse ein Detergcnz. z. B. 3-(3-Cholomido- 
nrupyl Klimcthylammonio- 1 -propansulfonat 
((HAPS), eingesetzt wird. — 

4. Vorrichtung nach einem der vorhcrigen Anspriiche, 
dadurch gckennzeichnet, daB zum Vcrdunnen der ly- 
sieden Probe von Patient en material vor der Filtration 
cine lilekirolyt-Losung, z. B. Ringerlosung, verwendet 
wird. 

5. Vorrichlung nach einem der vorhcrigen Anspriiche, 
dadurch gckennzeichnet, daB die Lysc- und Filtrations- 
prozedur die Vitalitat und damil den kuliurcllen Nach- 
wcis (ier abzufiltrierendcn Mikroorganismen nicht be- 
cintriichligt. 

6. Vorrichtung nach einem der vorticrigen Anspriiche, 
dadurch gckennzeichnet, daB mikroskopisch betracht- 
hare Filler, z. B. Polycarbonal-Membranen Durchmes- 
scr 1 3 nun. verwendet werden. 

7. Vorrichtung nach einem der vorhcrigen Anspriiche, 
dadurch gckennzeichnet, daB wahrend der Filtration 
untcr dem Filtermedium eine pcrforierte Unterstiit- 
zungslochplatie liegt, wclche auf dem Filtermedium 
cine rasicrartige Orientierungshilfe crzeugt. 

8. Vorrichlung nach einem der vorhcrigen Anspriiche, 
dadurch gckennzeichnet, daB ini AnschluB an die Fil- 
tration eine Anfarbung der abfiltrierten Mikroorganis- 
men crfolgt, beispielsweise zum erleichterten Auffin- 
den der Mikroorganismen bei mikroskopischer Be- 
irachlung des Filters unter Autlicht-Fluoreszenz. 

9. Vorrichtung nach einem der vorherigen Anspriiche, 
dadurch gckennzeichnet, daB die abfiltrierten Mikroor- 
ganismen auf dem Filter mikroskopisch, molekularbio- 
iogisch. und/oder kulturell nachgewiesen bzw. identifi- 
zicrt werden konnen. 

10. Vorrichlung nach einem der vorherigen Ansprii- 
che. dadurch gekennzeichnel, daB der Filtrauonsdruck 
manucll, mil mechanischen Hilfsmitteln, mittels Zen- 
trifugaiion. mittels Untcr-/Oberdruck oder osmotisch 
crzeugt wird und somit die Filtration der lysicrtcn zcll- 
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